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[摘 　要 ] 　目的 　研究诱骗受体 DcR3 对佐剂型关节炎 (AA) 大鼠模型的作用及其机理。方法 　注射弗式完全佐剂建立
大鼠佐剂型关节炎 (AA)模型 ,尾静脉注射 DcR3 蛋白 ,观察大鼠关节肿胀度、间接 ELISA 检测血清和滑膜液中细胞因子 IL21β、
TNF2α、IFN2γ的变化。RT2PCR 检测滑膜和淋巴细胞中 DcR3、Fas、FasL mRNA 的表达以及脾脏中 TGF2β、IFN2γ、TNF2α、IL24、IL210
mRNA 的表达。Western blot 分析滑膜细胞中 Caspase28、Caspase23、Caspase29、Bcl22 蛋白的表达。结果 　DcR3 治疗 AA 大鼠后 ,足
肿胀度降低 ;血液和滑膜液的 IL21β、TNF2α、IFN2γ水平下降 ;脾脏中 TGF2β、IFN2γ、TNF2αmRNA 表达下调 , IL24、IL210 mRNA 表达
上调 ;滑膜细胞中 Caspase28、Caspase23 蛋白表达上调 ,Bcl22 蛋白表达下调。结论 　DcR3 可以用于实验性大鼠 AA 的治疗 ,其治
疗机制与调节滑膜细胞 FasL、Fas mRNA 的表达和血液淋巴细胞中 Fas mRNA 的表达 ,促进滑膜细胞和自身反应性淋巴细胞的
凋亡 ;调节脾脏细胞 Th1ΠTh2 细胞因子平衡相关。本研究为进一步阐明 RA 的发病机理奠定了重要基础 ,为有效治疗 RA 提供
了新思路。
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[ Abstract ] 　Objective 　To study the immunoregulatory mechanisms of DcR3 on rats adjuvant arthritis (AA) . Methods 　AA was in2
duced by complete freund’s adjuvant (CFA) in rats , and the rats were injected subcutaneously with DcR3. The perimeters of rat hind soles
were measured before and after the injection of CFA. The pathological changes of inflammatory knee joints were observed under optical micro2
scope. The changes of IL21β, TNF2α, and IFN2γin serum and synovial liquid were detected by indirect ELISA , respectively. The DcR3 , Fas ,
and FasL mRNA in lymphocytes and synovial cells , as well as the TGF2β, IFN2γ, TNF2α, IL24 , and IL210 mRNA in synovial cells were de2
tected by RT2PCR. Caspase28 , Caspase29 , Caspase23 , and Bcl22 expression were analyzed by Western blotting , respectively. Results 　DcR3
could ameliorate arthritic symptoms and decrease the levels of IL21β, TNF2α, and IFN2γin serum and synovial liquid. DcR3 also could stimu2
late synovial cells and lymphocytes apoptosis , and decrease the expression of TGF2β, IFN2γ, TNF2αmRNA. DcR3 could increase the expres2
sions of mRNA of IL24 and IL210 , as well as increase the expression of Caspase28 and Caspase23 in synovial cells , but decrease the expression
of Bcl22. Conclusion 　DcR3 exerts anti2inflammatory role by suppressing the inflammatory cytokine production , stimulating the synovial cells
and T cells apoptosis , and regulating the expressions of FasL and Fas mRNA in synovial cells , Fas mRNA in lymphocytes , and Th1ΠTh2 cell
balance. The research provides valuable theoretical and experimental evidence for treating complicated inflammatory diseases.
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明[1 ] ,RA 患者的滑膜中 Th1ΠTh0 型细胞及促炎性
Th1ΠTh0 型细胞因子显著增多 ,产生滑膜、软骨破坏 ;
相反 ,Th2 型细胞及具有抗炎、缓解病情作用的 Th2
型细胞因子水平较低 ,即存在 Th1ΠTh2 的极化失衡。
RA 患者滑膜组织中凋亡的细胞频率较低 ,衬里下层
成纤维细胞的凋亡率为 3 % ,衬里层细胞几乎无凋
亡迹象 ,这些异常与凋亡相关基因表达异常有关 ,如
Fas 基因、Bcl22 基因和某些癌基因[2 ] 。诱骗受体 3
(decoy receptor 3 ,DcR3) 是 1998 年 Pitti 等[3 ] 发现的
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一个新的肿瘤坏死因子受体 ( TNFR) 超家族成员。
DcR3 能竟争性地与 FasL、LIGHT ( lymph toxin2like ,
exhibits inducible expression , and competes with HSV
glycoprotein D (gD) for HVEM , a receptor expressed by
T lymphocytes) 及 TL1A (tumor necrosis factor ligand2re2
lated molecule21A)结合并抑制其介导的信号通路[4 ] 。
Shi G等[5 ]研究结果表明 ,DcR3 通过调节树突状细
胞的分化和成熟 ,从而抑制 CD4 + T细胞在异源混合
细胞反应中的增殖并增加 CD4 + CD45 RA + T细胞分
泌 IL24 ,提示 DcR3 可能是 T细胞对 Th2 细胞异常反
应的效应分子。Chang YC 等[6 ] 报道 ,DcR3 可调节
CD14 + 单核细胞分化成巨噬细胞 ,经 DcR3 处理过的
巨噬细胞不仅 CD14、CD16、CD36、CD64 的表达下调 ,
而且吞噬免疫复合物和凋亡小体的活性下降 ,内毒
素刺激后释放炎症介质 TNF2α、IL26、IL21β的能力受
损。目前尚未见 DcR3 作用 RA 的报道 ,我们利用佐
剂型关节炎 (AA)动物模型 ,研究了 DcR3 对 AA 大鼠
模型的治疗作用及其机理。
1 　材料与方法
1. 1 　实验动物 　雄性 Sprague2Dawiey ( SD) 大鼠 48
只 ,体质量 (200 ±2) g ,2～3 个月龄 ,由上海斯莱克
实验动物有限责任公司提供。随机分为 6 组 ,即 ①
正常对照组 ; ②AA 对照组 ; ③DcR3 阴性对照组 ; ④
雷公藤对照组 ; ⑤甲氨蝶呤对照组 ; ⑥DcR3 治疗组 ;
每组 8 只大鼠。
1. 2 　主要试剂 　弗式完全佐剂 ( FCA) 、Ⅱ型胶原酶
为 Sigma 公司生产 ,大鼠肿瘤坏死因子α( TNF2α) 、白
细胞介素 IL21β和干扰素 IFN2γ ELISA 检测试剂盒均
购自武汉博士德生物工程有限公司 ,Trizol 试剂购自
上海生工生物工程有限公司 ,AMV 一步法 RT2PCR
扩增试剂盒购自上海生工公司。兔抗 Caspase23
mAb、Caspase28 mAb、Caspase29 mAb、Bcl22 mAb 和
HRP 标记的大鼠抗兔 IgG 抗体购自 Sigma 公司。
DcR3 蛋白由本实验室制备提供 (纯度 ≥98 %) 。
1. 3 　大鼠 AA 模型的建立及分组 　于大鼠右后足
垫皮内注射 0. 1 mL 弗式完全佐剂 (FCA)致炎。致炎
后第 15 天起进行药物治疗。每天 1 次 ,每日上午给
药 ,连续 40 d ,每隔 4 d 称量体重和双足关节周长。
双足关节肿胀率 = (致模后关节周长值 - 致模前关
节周长值)Π致模前关节周长值 ×100 %。DcR3 治疗
组 :对 AA 模型大鼠尾部静脉注射 DcR3 (0. 8 mgΠmL)
,按每只鼠800μg鼠的剂量 ,每天 1 次。MTX 对照
组 : 将 MTX 粉 剂 加 生 理 盐 水 制 成 混 悬 液
(0. 18 mgΠmL) ,按每只鼠2 mL的剂量灌胃 ,每周一
次。未给药的日子 ,给予生理盐水灌胃 ,1 mLΠ100 g ,
每天 1 次。TPT 对照组 :将雷公藤药片加生理盐水
制成混悬液 (1 mgΠmL) ,按每只鼠 1 mL 的剂量灌胃 ,
每天 1 次。DcR3 阴性对照组 :对正常大鼠尾部静脉
注射 DcR3 (0. 8 mgΠmL) ,按每只鼠 800μg 的剂量 ,每
天 1 次。AA 阴性对照组和正常对照组 :生理盐水灌
胃每只鼠 1 mL 每天 1 次。
1. 4 　滑膜细胞( synovial membrane cells , SMCs) 的
分离和培养 　致炎后 40 d ,处死 AA 大鼠 ,无菌取下
滑膜组织 ;用无 Ca2 + 、Mg2 + 含青霉素 200 kUΠL、链霉
素 200 mgΠL 的 D2Hanks 液漂洗 3 次 ,剪成约 1 mm3
小块 ,先离心洗涤 2 次 ,去除脂肪组织 ,加 2 mL 含
100 mLΠL 小牛血清的 RPMI1640 培养液和 2 mL 2 gΠL
Ⅱ型胶原酶到培养瓶中 ,于 37 ℃、50 mLΠL CO2 培养
箱消化 4 h ;将未黏附细胞移入离心管 ,1 000 rΠmin ,
离心 10 min ;弃上清液 ,再加入适量 2. 5 gΠL 胰蛋白
酶 4 mL 消化 30 min。200 目尼龙网过滤 ,去除结缔
组织 ,洗涤 ,2 000 rΠmin、离心 10 min。镜下计数 ,在
37 ℃、50 mLΠL CO2 培养箱培养 24 h ,弃去未黏附细
胞 ,此时的贴壁细胞为原代滑膜细胞。原代细胞主
要为巨噬细胞样细胞。继续培养 7 d 后 ,用 0. 5 gΠL
胰蛋白酶 - 0. 2 gΠL EDTA 使细胞游离 ,进行传代
培养。
1. 5 　血液淋巴细胞分离 　致炎后 40 d ,处死 AA 大
鼠 ,取抗凝血 ,抗凝血 1 mL 与生理盐水 1∶1 混匀后 ,
小心加于 2 mL 的淋巴细胞分离液之液面上 ,以
3 000 rΠmin离心 30 min ,收集界面上的细胞 ,放入含有生
理盐水 4～5 mL 的试管中 ,充分混匀后 ,以2 000 rΠmin
离心 15 min。收集沉淀冻存于 - 20 ℃,备用。
1. 6 　滑膜、淋巴细胞总蛋白的提取 　致炎后 40 d ,
处死 AA 大鼠 ,收集滑膜细胞与血液淋巴细胞放入
1. 5 mL EP 管中。加入 5 倍 (vΠv) 体积的缓冲液 ,小
号 Dounce 氏玻璃匀浆器中用 A 杵抽研 15 次 ,匀浆
组织和细胞。4 ℃,600 rΠmin 离心 10 min。上清液含
细胞膜、线粒体和细胞溶胶 ,沉淀中有未破碎的细胞
及细胞核。弃沉淀。上清液 4 ℃,8 000 rΠmin 离心
10 min ,沉淀线粒体。弃沉淀。上清液用角转头离
心 ,4 ℃,100 000 rΠmin 离心 20 min。弃上清液。用匀
浆缓冲液重悬沉淀。在小号 Dounce 氏玻璃匀浆器
中匀浆 ,再次 4 ℃,100 000 rΠmin 离心 20 min。弃上
清液。用小体积的适宜缓冲液重新彻底匀浆沉淀。
取一小份等分试样作蛋白量测定。
1. 7 　关节滑膜液的获取 　致炎后 40 d ,处死 AA 大
鼠 ,在非注射侧踝关节上方 0. 5 cm 处剪下肿胀足
爪 ,剥去皮肤 ,纵向切开 ,放入 5 mL 生理盐水中 ,4 ℃
浸泡过夜 ,离心取上清液 ,用 0. 45μm 滤膜过滤除
菌 , - 20 ℃保存待测。
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1. 8 　滑膜细胞膜蛋白的提取 　取细胞 ,加入 10 mL
匀浆缓冲液 于冰上充分匀浆。800 rΠmin ,4 ℃离心
10 min后 ,所得上清液转入超速离心管。20 000 rΠmin ,
4 ℃离心 1 h。弃上清液 ,沉淀用适量的匀浆缓冲液
重悬 ,冰上孵育 2 h 后分装至 EP 管 ,10 000 rΠmin ,
4 ℃离心 30 min。收集所得上清液即为膜组份 ,提取
后测蛋白浓度 ,SDS2PAGE 电泳 ,分装后 - 20 ℃保存
备用。
1. 9 　细胞因子的检测 　采用双抗夹心 ELISA 检测
大鼠血清和关节滑膜液中 IL21β、TNF2α、IFN2γ的含
量。
1. 10 　RT2PCR 分析 DcR3、Fas、FasL mRNA、TGF2
β、IL210、IL24、TNF2α和 IFN2γmRNA 的表达 　参照
文献[7 ,8 ]。
1. 11 　Western blot 检测 Caspase23、Caspase28、
Caspase29、Bcl22 的蛋白表达 　①SDS2PAGE :将研磨
后的蛋白进行 SDS2PAGE ,分离蛋白质。②转膜 :把
分离的蛋白质转移到硝酸纤维素膜。③Ag2Ab 反
应 :加入一抗 ,反应 1 h ,洗涤液洗涤 3 次 ;加入 HRP
标记的二抗 ,反应 1 h ,洗涤。④显色 :DAB 显色。结
果判定和数据处理 :胶片或考马斯亮蓝干胶后采用
Gel2doc 2000 扫描 ,采用 Quantity one 软件进行条带
分析。
1. 12 　数据处理 　结果以 x ±s 表示 ,计量资料的组
间显著性检验采用单因素方差分析。
2 　结果
2. 1 　DcR3 对 AA 大鼠足爪炎症的影响 　于致炎后
15 d (继发性炎症已出现) ,给予 DcR3 连续 25 d。结
果发现 ,与 AA 对照组比较 ,AA 大鼠经 DcR3 治疗第
4 d 开始 ,足肿胀度降低 ,停药 5 d 后 ,抑制作用仍存
在 ,且具有显著性 ( P < 0. 01) 。而正常组大鼠在接
受 DcR3 0. 8 mgΠ鼠处理后 ,与正常组大鼠相比 ,无较
大的差异 ,说明 DcR3 蛋白无毒副作用 (表 1) 。
　表 1 　DcR3 对 AA 大鼠足爪炎症的作用
　Tab 1 　Therapeutic effect of DcR3 on secondary inflammatory reaction in adjuvant arthritis rats ( x ±s , n = 6)
Group
Dose
Πmg·rat - 1·d - 1
Paw swelling
d 15 d 19 d 23 d 27 d 31 d 35 d 40
Normal - 0. 095 ±0. 06　 0. 13 ±0. 05 0. 20 ±0. 09 0. 30 ±0. 14 0. 34 ±0. 13 0. 34 ±0. 18 0. 34 ±0. 15
Model - 0. 47 ±0. 17a 0. 77 ±0. 28a 1. 01 ±0. 39a 1. 43 ±0. 79a 1. 65 ±0. 68a 1. 46 ±0. 66a 0. 91 ±0. 20a
DcR3 + Normal 0. 8 0. 09 ±0. 05　 0. 15 ±0. 04 0. 19 ±0. 08 0. 25 ±0. 09 0. 30 ±0. 11 0. 35 ±0. 12 0. 34 ±0. 05
MTX 0. 36 0. 47 ±0. 14b 0. 53 ±0. 10b 0. 45 ±0. 08b 0. 35 ±0. 05b 0. 31 ±0. 04b 0. 29 ±0. 06b 0. 21 ±0. 03b
TPT 1. 0 0. 47 ±0. 14b 0. 50 ±0. 10b 0. 43 ±0. 08b 0. 37 ±0. 05b 0. 33 ±0. 04b 0. 32 ±0. 06b 0. 31 ±0. 03b
DcR3 0. 8 0. 55 ±0. 12b 0. 51 ±0. 06b 0. 47 ±0. 09b 0. 40 ±0. 05b 0. 36 ±0. 04b 0. 32 ±0. 02b 0. 28 ±0. 05b
　　a) 　P < 0. 01 , vs normal ; b) 　P < 0. 01 , vs model
2. 2 　DcR3 对 AA大鼠关节病理改变的影响 　致炎
后 40 d 病理检查显示 :AA 大鼠的关节内滑膜增厚 ,
滑膜细胞有不同程度的脂肪变性 ,滑膜衬里层细胞
增生并伴有新生血管形成 (图 1b) ;软骨及骨遭到破
坏 ,且透明软骨内基质降解及新生血管形成 (图 1c) 。
与正常组相比 (图 1a) ,给予 TPT 1. 0mgΠ鼠 和 MTX
0136 mgΠ鼠 对 AA 大鼠关节组织的病理损伤有完全
的抑制作用 (图 1e、f) ,同时可见滑膜组织内大量胶
原沉积和滑膜细胞的脂肪变性。与正常组相比 ,给
予 DcR3 (0. 8mgΠ鼠)对 AA 大鼠关节组织的上述病理
改变有不同程度的改善作用 (图 1g) ,而正常组大鼠
在直接接受 DcR3 0. 8mgΠ鼠 处理后 ,关节组织无任
何病理上的改变 (图 1d) ,说明我们通过基因工程制
备的 DcR3 蛋白无毒副作用 ,且对 AA 大鼠有一定的
治疗作用。
a) 　Control (rats injected with 0. 1mL of 8. 5 gΠL NaCl) ; b ,c) 　Adjuvant arthritis(rats received a single injection of 0. 1 mL of Freund’s complete adjuvant) ;
d) 　DcR3 treatment on normal rats(normal rats injection with DcR3 0. 8 mg·rat - 1 per day for 40 days) ; e) 　MTX treatment (AA rats injection with MTX 0. 36
mg·rat - 1 per week for 40 days) ; f) 　TPT treatment (AA rats injection with TPT 1. 0 mg·rat - 1 per day for 40 days) ; g) 　DcR3 treatment (AA rats injection with
DcR3 0. 8 mg·rat - 1 per day for 40 days) . Arrows for positive changes
图 1 　DcR3 对 AA 大鼠滑膜、关节软骨面病理改变的影响
Fig 1 　Effects of DcR3 on the pathological changes in ankle of rat adjuvant arthritis ( ×200)
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2. 3 　DcR3 作用后降低了血清和滑液中 IL21β、TNF2
α、IFN2γ水平 　造模后第 40 天 ,与正常组相比 ,阴
性对照组 (AA)的 IL21β显著增加 ( P < 0. 01) ;与阴性
对照组 (AA) 相比 ,给药组的 IL21β显著降低。血清
和滑液 TNF2α的含量 ,给药组与阴性对照组 (AA) 相
比 ,没有显著性差异。血清和滑液 IFN2γ的含量 ,与
正常组相比 ,阴性对照组 (AA) 的 IL21β显著增加 ( P
< 0. 01) ;与阴性对照组 (AA) 相比 ,给药组的 IFN2γ
显著降低 (表 2 ,表 3) 。
　表 2 　 DcR3 对 AA 大鼠血清 IL21β、TNF2α和 IFN2γ水平的
影响 ( x ±s , n = 6)
　Tab 2 　Effects of DcR3 on Levels of IL21β, TNF2α, and IFN2γ
in AA rat serums ( x ±s , n = 6)
Group
DoseΠ




(pg·mL - 1 )
IFN2γΠ
(pg·mL - 1)
Normal - 24. 61 ±0. 30 65. 80 ±12. 48 0. 088 ±0. 01
AA - 33. 88 ±0. 32b 163. 85 ±10. 24a 0. 115 ±0. 03a
DcR3 + Normal 0. 8 23. 59 ±0. 20 70. 52 ±9. 52 0. 082 ±0. 02
MTX 0. 36 23. 77 ±0. 29c 85. 28 ±11. 03d 0. 091 ±0. 02c
TPT 1. 0 25. 15 ±0. 32c 68. 91 ±10. 24c 0. 107 ±0. 03d
DcR3 0. 8 28. 55 ±0. 30d 86. 19 ±12. 14c 0. 097 ±0. 01d
　　a) 　P < 0. 01 , vs nomal ; b ,c) 　P < 0. 05 ; d) 　P <
0101 , vs group AA
　表 3 　DcR3 对 AA 大鼠滑膜液 IL - 1β、TNF2α和 IFN2γ水平
的影响 ( x ±s , n = 6)
　Tab 3 　Effects of DcR3 on IL21β, TNF2α, and IFN2γin synovial
liquid of AA rats ( x ±s , n = 6)
Group
DoseΠ




(pg·mL - 1 )
IFN2γΠ
(pg·mL - 1)
Normal - 41. 09 ±0. 22 168. 89 ±12. 13 0. 59 ±0. 04d
AA - 96. 82 ±0. 45 242. 58 ±9. 42a 1. 05 ±0. 03a
DcR3 + Normal 0. 8 43. 59 ±0. 20 170. 52 ±9. 52 0. 582 ±0. 02
MTX 0. 36 43. 77 ±0. 29c 185. 28 ±11. 03d 0. 591 ±0. 02c
TPT 1. 0 42. 15 ±0. 32c 173. 19 ±10. 00c 0. 61 ±0. 02d
DcR3 0. 8 40. 74 ±0. 30c 195. 58 ±12. 02d 0. 60 ±0. 05d
　　a) 　P < 0. 01 vs normal , b) 　P < 0. 05 ; c) 　P < 0. 05 ,
d) 　P < 0. 01 vs group AA
2. 4 　RT2PCR分析 DcR3、Fas 、FasL mRNA的表达
2.4. 1 　滑膜细胞中 DcR3、FasL mRNA 的表达降
低 　通过 RT2PCR 检测各组大鼠滑膜细胞中 DcR3、
Fas 、FasL mRNA 的表达 ,通过灰度分析结果表明其
在不同组间的表达情况不相同 (图 2) 。滑膜细胞中
DcR3 和 FasL mRNA 在 AA 组有较强的表达 ,Fas mR2
NA在正常组、DcR3 阴性对照组有较强的表达 ,AA
组和 DcR3 治疗组表达较弱 ,在 MTX 组和 TPT 组中
无可见表达。DcR3、Fas、FasL mRNA 的 PCR 扩增产
物大小分别为 320 ,220 及 580 bp ,电泳结果与理论计
算值相符。
1) 　Normal ; 2) 　AA rat ; 3) 　Normal rats treated with DcR3 ;
4) 　MTX; 5) 　TPT; 6) 　DcR3
图 2 　RT2PCR 检测各组大鼠滑膜细胞中 DcR3、Fas
和 FasL mRNA 的表达
Fig 2 　mRNA expression of DcR3 , Fas , and FasL
measured by RT2PCR
2. 4. 2 　淋巴细胞中 Fas mRNA 的表达增强 　通过
RT2PCR 检测各组大鼠淋巴细胞中 DcR3、Fas 、FasL
mRNA 的表达 ,通过灰度分析结果表明其在不同组
间的表达情况也不相同 (图 3) 。淋巴细胞中 DcR3
mRNA 和 FasL mRNA 在各组均有表达 ,其表达强度
无明显的差异 ; Fas mRNA 在正常组、DcR3 阴性对照
组和 DcR3 治疗组有较强的表达 ,其它组表达较弱。
DcR3、Fas、FasL mRNA 的 PCR 扩增产物大小分别为
320 bp ,220 bp ,580 bp ,电泳结果与理论计算值相符。
1) 　Normal ; 2) 　AA rat ; 3) 　Normal rats treated with DcR3 ;
4) 　MTX; 5) 　TPT; 6) 　DcR3
图 3 　RT2PCR 检测各组大鼠淋巴细胞中 DcR3、Fas
和 FasL mRNA 的表达
Fig 3 　mRNA expression of DcR3 , Fas , and FasL
measured by RT2PCR
2. 5 　RT2PCR分析脾脏 TGF2β、TNF2α、IFN2γ和 IL2
10、IL24 mRNA的表达
2. 5. 1 　脾脏中 TGF2β、TNF2α、IFN2γmRNA 的表达降
低　通过 RT2PCR 检测各组实验大鼠脾脏中 TGF2β、
TNF2α、IFN2γmRNA 的表达 ,结果表明其在不同组间
有不同程度的表达 (图 4) 。正常组、DcR3 阴性对照
组和 DcR3 治疗组大鼠中 TGF2β、TNF2α和 IFN2γmR2
NA 的表达较弱 ;AA 组中 TGF2β、IFN2γmRNA 的表达
强于 TNF2αmRNA 的表达 ;MTX 组和 TPT 组中 TGF2
β、TNF2α、IFN2γ mRNA 的表达基本相当。TGF2β、
TNF2α、IFN2γ mRNA 的 PCR 扩增产物大小分别为
556 ,293 及 496 bp ,电泳结果与理论计算值相符。
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1) 　Normal ; 2) 　AA rat ; 3) 　Normal rats treated with DcR3 ;
4) 　MTX; 5) 　TPT; 6) 　DcR3
图 4 　RT2PCR 检测各组大鼠脾脏组织中 TGF2β、
TNF2α、IFN2γmRNA 的表达
Fig 4 　mRNA expression of TGF2β, TNF2α,and IFN2γ
measured by RT2PCR
2. 5. 2 　脾脏 IL210、IL24 mRNA 的表达增强 　通过
RT2PCR 检测各组实验大鼠脾脏中 IL210、IL24 mRNA
的表达 ,结果表明其在不同组间有不同程度的表达
(图 5) 。正常组、DcR3 阴性对照组和DcR3 治疗组大
鼠中 IL210 和 IL24 mRNA 的表达较强 ;AA 组中 IL210
mRNA 有表达 ,而 IL24 mRNA 无可见表达 ;MTX 组和
TPT组中 IL210、IL24 mRNA 的表达基本相当。IL210、
IL24 mRNA 的 PCR 扩增产物大小分别为 496 和
475 bp ,电泳结果与理论计算值相符。
1) 　Normal ; 2) 　AA rat ; 3) 　Normal rats treated with DcR3 ;
4) 　MTX; 5) 　TPT; 6) 　DcR3
图 5 　RT2PCR 检测各组大鼠脾脏组织中 IL210、
IL24 mRNA 的表达
Fig 5 　mRNA expression of IL210 and IL24 measured by RT2PCR
2. 6 　Western blot 分析凋亡相关蛋白的表达
2. 6. 1 　滑膜细胞中 Caspase28、Caspase23 蛋白的表达
增强 　通过 Western blot 检测各实验大鼠滑膜细胞
中 Caspase28、Caspase23、Caspase29 的表达 ,通过灰度
分析发现其在各组大鼠中的表达情况不同 (图 6) 。
Caspase28、Caspase29 蛋白在所有实验组中均有表达 ,
但 Caspase28 蛋白在 AA 组表达相对较弱 ;正常组、
DcR3 阴性对照组、MTX 组、DcR3 治疗组大鼠可见
Caspase23 蛋白的表达 ,AA 组、TPT 组中没有可见的
蛋白条带。
2. 6. 2 　滑膜细胞中 Bcl22 蛋白的表达降低 　通过
Western blot 检测各实验大鼠滑膜细胞中 Bcl22 的表
达 ,通过灰度分析发现其在各组大鼠中的表达情况
不同 (图 6) 。AA 组、MTX 组、TPT 组可见明显 Bcl22
蛋白的表达 ,正常组、DcR3 阴性对照组、DcR3 治疗
组大鼠未见Bcl22 蛋白的表达。Caspase28、Caspase23、
Caspase29、Bcl22 蛋白大小分别为 55 000 , 32 000 ,
46 000 ,26 000 ,电泳结果与理论计算值相符。
1) 　Normal ; 2) 　AA rat ; 3) 　Normal rats treated with DcR3 ;
4) 　MTX; 5) 　TPT; 6) 　DcR3
图 6 　Western2blot 检测滑膜细胞 Caspase28、Caspase29、
Caspase23、Bcl22 的表达
Fig 6 　Expressions of Caspase28 , Caspase29 , Caspase23 ,
and Bcl22 detected by western blotting
3 　讨论
AA 模型大鼠的继发性病变一般出现于致炎后
的 10～16 d ,表现为持续性软组织炎症 ,伴有骨质溶
解性骨膜炎、骨膜新骨形成、单核细胞浸润、血管翳
形成 ,关节完全粘连等[9 ] 。本研究发现 ,致炎后 15 d
继发性关节炎出现 , 20～24 d 达峰值。致炎后第




近年研究表明[10 ] ,辅助性 T 细胞 ( Th1ΠTh2) 在
RA 的发病机制中有重要的作用。正常人的 Th1ΠTh2
型细胞因子处于平衡状态 ,而 RA 患者的细胞因子
网络则发生偏移。因此有人认为 ,促炎性 Th1 细胞
及其分泌的 IFN2γ和抗炎性 Th2 细胞及其分泌的 IL2
4 的失衡 ,在 RA 的发病机制中具有重要的作用[11 ] 。
应用胶原性关节炎动物模型表明 , IL24ΠIL210 ( Th2 型
细胞因子) 联合治疗 ,能使动物体内的 Th0 细胞向
Th2 细胞转化 ,并使病情显著好转[12 ] 。
本文表明 ,在多发性关节炎形成期使用 DcR3 能
显著降低 AA 大鼠血液和淋巴细胞分泌的 IL21β、
TNF2α、IFN2γ水平。静脉注射 DcR3 (0. 8 mg·鼠 - 1 ·
d
- 1) 4 d 后足爪肿胀开始减退 ,停药后仍可维持疗
效。DcR3 作用 AA 大鼠后 ,促进了脾脏中 Th2 型细
胞 IL210、IL24mRNA 的表达 ,降低了 Th1 型细胞 TGF2
β、TNF2α、IFN2γmRNA 的表达 ,使得 Th1ΠTh2 型细胞
趋向平衡 ,提示 DcR3 可通过调节 Th1ΠTh2 细胞的平
衡 ,从而来控制 RA 慢性炎症。
RA 患者的发病与细胞凋亡过程异常密切相关。
参与的细胞包括滑膜细胞、成纤维细胞、淋巴细胞、
软骨细胞等。在 RA 患者的滑膜中 ,有大量的单个
核细胞浸润 ,其中 30 %～50 %是 T淋巴细胞 ,而且这
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DcR3 作用 AA 大鼠后 ,降低了滑膜细胞中 DcR3
(指内源性 ,下同) 、FasL mRNA 的表达 , FasL 与滑膜
组织当中的效应细胞表面 Fas 结合就减少 ,可能降
低了效应细胞的活化 ,从而减少其分泌 Th1 型细胞
因子 ;滑膜细胞中 Fas mRNA 的表达不变 ,则可能继
续与效应细胞表面 FasL 正常结合 ,从而通过 FasΠ
FasL 途径介导滑膜细胞凋亡。
DcR3 作用 AA 大鼠后 ,增强了外周血淋巴细胞
中 Fas mRNA 的表达 ,DcR3、FasL mRNA 表达水平的
变化不是很大 ,表明 DcR3 对 AA 大鼠的作用能力与
细胞表面 Fas 表达的差异有相关性 ,可能通过促进




性具有重要作用[14 ] ,DcR3 作用 AA 大鼠后 ,滑膜细
胞中 Bcl22 蛋白表达的降低 ,表明其作用机制可能是
通过下调 Bcl22 蛋白的表达来促进线粒体内细胞色
素 c 的释放 ,从而导致滑膜细胞的凋亡。
凋亡发生机制中最关键的环节之一是半胱氨酸
蛋白酶 (Caspase) 的激活。Caspase28 与 Caspase29 分
别作为介导死亡受体途径和线粒体途径的启动酶 ,
而 Caspase23 则作为最后的效应酶来执行最后的凋
亡命令[15 ] 。实验研究表明 ,DcR3 作用 AA 大鼠后 ,




综上所述 ,DcR3 作用 AA 大鼠的免疫机理可能
有以下几点 :a. 通过调节滑膜细胞中 FasL、FasmRNA
的表达 ,促进增生的滑膜细胞的凋亡 ;b. 通过上调血
液淋巴细胞中 FasmRNA 的表达 ,促进活化的 T 细胞
的凋亡 ;c. 通过上调滑膜细胞中 Caspase28、Caspase23
蛋白的表达 ,下调 Bcl22 蛋白的表达 ,促进滑膜细胞
的凋亡 ;d. 通过调节脾脏细胞分泌的 Th1ΠTh2 细胞
因子平衡 ,来缓解类风湿关节炎症。本文实验结果
证明了 DcR3 对 AA 大鼠模型具有缓解关节肿胀作
用 ,并初步阐明其作用机理 ,为 RA 的治疗方法提供
了新的思路。
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